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® Hydroxethylstarke als Plasma>expander und Verfahren zu ihrer Herstellung. 



@ Eine Hydroxyetfiylstarke zum Einsatz als Plasmaexpander, die erhaltlich ist durch Inydrolytischen Vor-Abbau 
einer an Amylopektin reiciien StSrke, partielle Hydroxyethylierung bis zu einem t)estimmten Substitut'onsgrad in 
Gegenwart von Alkali und anscfilieCenden hydrolytischen Abbau auf ein bestimmtes Molekulargewlcht, weist ein 
mittleres Molekulargewlcht von 60.000. - 600.000 und einen Substitutionsgrad MS von 0,15 - 0,5 auf. Das 
VerhSltnis der Substitution an C2 zur Substitution an C6 der Anhydroglucoseeinhelten betrSgt 8 - 20, und der 
Substitutionsgrad DS liegt im Bereicli von 0,15 - 0,5. Ein Verfaliren zur Herstellung dieser Hydroxyethylstarke 

^verwendet als Hydroxyethylierungsmlttel 2- Chlorethanol. Die Hydroxyethylierung wird unter alkaiischen Bedin- 

^gungen bei Raumtemperatur durchgefUhrt, der pH-Wert bei einenn Wert von etwa 12 und die Temperatur bei 

^ einem Wert von etwa 20 ' C oehalten. 
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Hydroxyethylstarke als Plasmaexpander und Verfahren zu ihrer Herstellung 

Kolloidale Plasmaersatzmittel sind heute im Bereich des Volumenersatzes (z.B. hamorrhagischer 
Schock) Oder der Hamodilution (z. B. arterielle VerschluBkrankheit, Fontaine II B, III) nicht mehr wegzuden- 
ken. Von den korperfremden Plasmaersatzmittel n (StSrke, Gelatine, Dextran) hat die HydroxyethylstSrke 
(HES) in den letzten Jahren die groBte Akzeptanz bei beiden Indlkationen gefunden. 

FUr die gute Akzeptanz der Hydroxyethylstarke \m Bereich des Volumenersatzes und der HSmodilution 
sind die geringe StSmng der Qerinnung und die deutllch vermlnderte Inzidenz schwerer anaphylaktolder 
Reaktionen im Vergleich zu Dextran verantwortlich. Zudem konnte gezeigt werden, da6 die Volumenwirk- 
samkeit der Hydroxyethylstarke je nach indikatlon als ausreichend bis gut bezeichnet werden kann, wobei 
durch die verschiedenen bekannten HydroxyethylstSrke-Praparate, die sich in Molekulargewicht und Substi- 
tutionsgrad unterschelden, sine differenzierte Therapie je nach Zustand des Patienten mSglich wird. 
Besonders positiv wird hierbei der geringe kolloidosmotische Druck von Starkelosungen im Vergleich zu 
Dextranen bewertet. Bezogen auf die Niere beinhaltet die niedrigere Urinviskositat ein gerlngeres Risiko der 
renalen Funktionsminderung. Im Bereich der Hamodilution konnte als therapeutisch wirksames Prinzip der 
HES-lnduzierten rheologischen Verbesserung, neben der Senkung des HSmatokrits vor allem die Reduktion 
der Plasmaviskositat herausgearbeitet werden. Hierdurch ergeben sich therapeutische Vorleile gegenUber 
anderen korperfremden Plasmaersatzmitteln. 

Bereits bekannte Hydroxyethylstarken, die als Plasmaexpander eingesetzt werden, weisen verschiedene 
Molekulargewichte Mw sowle Substitutionsgrade MS und DS als auch verschiedene Substitutionsmuster 
auf. 

Bedingt durch den Elnsatz des natOrlichen Ausgangsrohrstoffes Amylopektin sowie durch das Herstel- 

lungsverfahren, be! dem im gewissen Umfang eine Spaltung der Polymerketten notwendig ist, liegt 
Hydroxyethylstarke nicht als molekulareinheltliche Substanz mit definiertem Molekulargewicht vor, sondern 
als Gemisch von MolekOlen unterschiedlicher Gr6Be, die auch verschieden durch Hydroxyethylgruppen 
substltuiert sind. Die Charakterisierung solcher Gemische bedarf der Zuhilfenahme statistisch gemittelter 
GrSCen (vgl. K. Sommermeyer et. al., "Klinisch verwendete Hydroxyethylstarke: Physikalisch-chemische 
Charakterisierung", Krankenhauspharmazie, 271 (1987)). Zur Kennzeichnung des durchschnitllichen Moleku- 
largewichts dient daher das gemittelte Molekulargewicht M„. Die allgemeine Definition dieses Mittelwerts 
lautat: 



FQr die Erfassung der Substitution durch Hydroxyethylgruppen existieren zwei unterschiedlich definierte 
Substitutionsgrade. 

Der Substitutionsgrad MS (molar substitution) 1st definiert als die durchschnittliche Anzahl von Hydroxy- 
ethylgruppen pro Anhydroglucoseeinheit. Er wird enmittelt aus der Gesamtanzahl der Hydroxyethylgruppen 
in einer Probe, beispielsweise nach Morgan, durch Atherspaltung und anschliefiender quantitativer Bestim- 
mung von Ethyliodid und Ethylen, die hierbei gebildet werden. 

Hingegen ist der Substitutionsgrad DS (degree of substitution) definiert als der Anteil der substituierten 
Anhydroglucoseeinheiten aller Anhydroglucoseeinheiten. Ihn kann man bestimmen aus der gemessenen 
Menge der unsubstituierten Glucose nach Hydrolyse einer Probe. Aus diesen Definltionen ergibt sich, dafl 
MS > DS. Fur den Fall, daj3 nur Monosubstitution vorliegt. also jede substituierte Anhydroglucoseeinheit nur 
eine Hydroxyethylgruppe tragt, ist MS = DS. 

Es ist bekannt, daiJ a -Amylase Hydroxyethylstarken in dem Sinne abbaut, dafl nur glycosidische 
Bindungen unsubstituierter Anhydroglucoseeinheiten gespalten werden. Es ist weiterhin bekannt, dai3 mit 
steigendem Substitutionsgrad MS bzw. DS die Btmlnierung von Hydroxyethylstarken aus dem Plasma 
verlangsamt wird. 

Des weiteren ist bekannt, dafl bei gleichem MS, DS und gleicher Molekulargewichtsverteilung Qberwie- 
gend in 6-Position substituierte Starken schneller eliminiert werden als Qberwlegend in 2-Position substitu- 
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ierte Starken. 

Insofern gelangten fQr pharmazeutische Zwecke ausschliefllich Hydroxyethylstarken zur Anwendung, 
die ein niedriges C2/C6-Verhaltnis aufweisen bzw. hoch substituiert sind. 

So beschreibt die GB-PS 1.395,777 iiberwiegend in 6-Position substitulerte HydroxyethylstSrken ent- 
5 sprechend einem Verlnaltnis C2/C6 von 0,5 bis 2,0. Diese HydroxyethylstMrken werden durch Reaktion von 
Wachsmaisstarke mit Etiiyienoxrd mit Alkali Im OberschujS hergestellt. 

In der DE-OS 28 14 032 wird ein Verfahren zur Hersteilung von als Biutplasmaexpander geeigneter 
HydroxylstMrke beschrleben, wobei die Starke alkalisch hydroxyethyliert, dann das Reaktionsgemiscli 
neutralisiert und die gebildete Hydroxyethylstarke aus dem Reaktionsgemisch mit einem Losungsmittel, wie 
10 Dimethyiformamid, in dem die durcli die Neutralisation entstandenen Salze nur wenig bis gar nicht ISslicli 
sind, extrahiert wlrd. Die erhaltene Hydroxyethylstarke weist ein molares VertiSltnis von 2-0-Hydroxyetii- 
ylaniiydroglucose zu 6-0-Hydroxyetliylantiydroglucose von etwa 1 auf. 

GemSB dem in der DE-OS 33 13 600 beschriebenen Verfaiiren zur Hersteilung von Piasmastreckmittein 
auf StMrkebasis. bei dem der Abbauschritt der an AmyiopekUn reichen StSrke zumindest teilweise enzyma- 
is tiscti durchgefOhrt wird, wird der Abbau der StSrke bis zu einem Molekulargewicht von 40.000 bis 1 .000.000 
Dalton, insbesondere von 200.000 bis 450.000 Dalton, und die Veretherung bis zu einem Substitutionsgrad 
(MS) von 0,1 bis 0,8 bzw. 0,5 bis 0,8, insbesondere von 0,5 bis 0,7 (vgl. Seite 8, Absatz 3), durctngefQiirt. 
Das Verhaitnis der Substitution an C2 gegenUber der Substitution an 06 ist niedrig (vgl. Seite 5, Absatz 2). 

Die genannten Hydroxyethylstarken haben den Nachteil, daB sie keine voilstSndlge Abbaubarkeit aus 
20 dem Plasma innerhalb einer Zeitspanne von ca. 6-12 Stunden gewShrleisten und auBerdem, aufgrund Ihres 
hohen Substitutionsgrades MS (MS > 0,5) die Gefahr in sich bergen, da/5 bei den Oblichen Wiederholungs- 
infusionen Clber ISngere Zeitraume eine Akkumulation von schwer eliminierbaren Anteilen im Serum und im 
Gewebe entsteht. Durch diese Langzeitspeicherung kann es zu allergischen Reaktionen, wie z.B. Nessetfie- 
ber etc., kommen. 

25 Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, eine Hydroxyethylstarke zur Verfugung zu steilen, die 
innerhalb einer physiologisch vemUnftigen Zeit restios abbaubar ist. 

Bne weitere Aufgabe besteht darin. eine HES zur VerfUgung zu steilen, das dennoch aufgrund der 
Wahl eines geeigneten MS- bzw. DS-Wertes und des Molekulargewichts ein stsuerbares Eliminationsverhai- 
ten aufweist. 

30 Ausgangsprodukte fQr die Gewlnnung von HydroxyethylstMrke sind seiche StSrken, die einen hohen 
Gehalt an Amylopektin, der hochverzweigten Komponente von StSrke, aufweisen, insbesondere Kartoffel- 
stSrke, Wachsmaisstarke, SorghumstSrke oder wachsartige ReisstMrke. 

Zur groben Voreinstellung des beabsichtigten Molekulargewichts werden diese Starken einer hydrolyti- 
schen Abbaureaktion unterworfen. Dabel wird das Molekulargewicht von etwa 20.000.000 Dalton auf 
35 mehrere Millionen Dalton reduziert. 

Bei der anschlieflenden alkalischen Hydroxyetiiylierung mit bekannten Hydroxyethylierungsmlttein ist 
die EinfOhrung einer Hydroxyethyigruppe in Position 2, 3 und 6 der Anhydroglucoseelnheit mSgilch. 
Disubstituierte Einheiten, wie 2,3-Dihydroxyethyianhydroglucose, 2,6-Dihydroxyethylanhydroglucose werden 
dabei mit gertngerer Wahrschelnllchkeit bei der Synthese gebildet. Die Reaktlvitat der einzelnen Hydroxy- 
40 gmppen in der unsubstituierten Anhydroglucoseelnheit gegenOber Hydroxyethylierung ist je nach Reak- 
tionsbedingungen unterschiedlich. innerhalb gewlsser Grenzen ist dadurch das Substitutionsmuster, also die 
einzelnen, unterschiedlich substituierten Anhydroglucosen. die statistisch auf die einzelnen PolymermolekQ- 
ie verteiit sind, beeinfluBbar, Vorteilhaft werden Qberwlegend die 2- und die 6-Position hydroxyethyliert, 
wobei die 6-Posltion aufgmnd ihrer leichteren Zugangiichkeit bevorzugt substituiert wird. 
45 Das Ziel der vorliegenden Erfindung, nSmiich die Darstellung einer innerhalb einer physiologisch 
vemiinftigen Zeit restios abbaubaren Hydroxyethylstarke, die auf der anderen Seite dennoch ein steuerba- 
res Eliminationsverhalten aufweist. wird erreicht durch eine Qberwlegend in 2-Position substitulerte Starke, 
die mSglichst homogen substituiert ist. wobei MS ungefShr gleich DS ist. 

Die Obenrtriegende 2-Substitution macht die Hydroxyethylstarke relativ schwierig abbaubar fOr a - 
so Amylase. Es ist von Vorteil, dafl mogiichst keine innerhalb der PolymermolekUle hintereinander substituier- 
ten Anhydrogiucoseeinheiten auftreten, um die restlose Abbaubarkeit zu gewahrieisten. 

Dies kann dadurch en-eicht werden, daB man entsprechend niedrig substituiert. was es eriaubt. die 
" MolakQIe statistisch im SInne einer Qber die gesamten MolekQIe vertellten Substitution zu derivatisieren. 
Dadurch erhait man substitulerte Anhydroglucosen in relativ groBem Abstand zuelnander, wodurch der 
55 durch die Qberwiegende 2-Substitutioo bedingte Effekt der Verlangsamung des a-Amyiaseabbaus kompen- 
siert und eine Steuerbarkeit der Abbaugeschwindigkeit erreicht werden kann. 

Es wurde gefunden, dafl Hydroxyethylstarken, die auBergewShnllch niedrig substituiert sind (MS < 0,5) 
und die ein hohes Verhaitnis der Substitution an 02 zur Substitution an 06 der Anhydrogiucoseeinheiten 
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aufweisen, innerhalb der ersten Stunden der Infusion rasch und vollstandig aus dem menschlichen Korper 
eliminiert wefden. 

Weiterhin wurde gefunden. daC solche HydroxyethylstSrken trotz der niedrigen Substitution, entgegen 
der Meinung der Fachwelt, eine ausreichend hohe L6slichl<eit In wSssrigem Medium besitzen, so dal3 die 

6 Losungen aucli uber ISngere Zeitraume stabil sind und sicii l<elne Agglomerate bzw. 6ele bilden, die den 
weiteren EInsatz als Plasmaexpander-Losung verbieten wUrden. Hydroxyethylstari^en mit den oben be- 
schriebenen Charakteristlka vereinigen deshalb die generellen Vortelie von HydroxyethylstSrke gegenuber 
anderen Plasmaexpander-Typen, wie eelatine oder Dextran, und vermeiden die Naciiteile der bisher 
bekannten HydroxyethylstSrke-Typen, die zu den beschriebenen Indlkationen eingesetzt werden. 

10 HydroxyethylstSrken mit den genannten Eigensciiaften kSnnen erhalten werden mit Hilfe eines Verfah- 
rens, das im wesentlichen folgende Sciiritte enthSlt: 

a) Vorextrahleren der verwendeten StSrke mit Methanol zur Entfernung von Pflanzenfarbstoffen und 
Blockierung von reaktiven Gruppen. So werden z.B. reaktlve Aldehyd-Qruppierungen teilweise durch 
Acetalbildung inaktivlert. 

75 b) Methanolische Hydrolyse zur Grobeinstellung des Molekulargewichts mil einer 20 - 40%igen, 

bevorzugt 30%lgen methanolischen Suspension der StSrke mit 1% HCI, wobei diese fUr 2 - 4h, bevorzugt 
3h, auf 30 - 50' C. bevorzugt 40* C, gehalten wird. Das Ende der Reaktlon wird dabei durch Neutralisation 
mit 1 N NaOH und anschlieBendes AbkQhien auf Raumtemperatur erreicht. Anschliefiend wird die Suspen- 
sion chloridfrei gewaschen. 

20 c) Alkaliwasche zur Proteinextraktion, wobei eine 30 - 50%ige, bevorzugt 40%ige Suspension In 0,1 

N NaOH hergestellt wird und dIese 1 - 3 h. bevorzugt 2h. be! 30 - 50'C. bevorzugt 40* C. gehalten wird. 
Anschliefiend wird die Prozedur bei Raumtemperatur wiederholt. 

d) Hydroxyethylierung mit einem Hydroxyethylierungsmittel, z.B. Ethylenoxid, und in einer besonders 
bevorzugten AusfGhrungsform, 2-Chlorethanol, wobei das molare Vertialtnis von vorbehandelter Starke zu 
26 Hydroxyethylierungsmittel dem gewunschten Substitutionsgrad angepaiSt wird. Die Starke wird In 20 - 
40%iger, bevorzugt 30%lger Suspension In 1 N NaOH 2h bei 30 - 50*C, bevorzugt 40'C unter Stickstoff 
gelSst Innerhalb 6-10 Stdn., bevorzugt 7 • 8 Stdn.. wird das Hydroxyethylierungsmittel bei Raumtempera- 
tur zugetropft. wobei durch Zugabe von 10 N NaOH verhlndert wird, daB der pH-Wert unter 12 absinkt. 
Anschliefiend wird mit 10%iger HCI neutrallsiert. 
30 e) Die LBsung wird auf 40 - 70*C, bevorzugt 60* C. erwSrmt, mit 0,2 % HCI versetzt, und die 

Hydrolyse viskosimetrisch verfolgt. Die Reaktlon wird durch Neutralisation mit NaOH und AbkOhlen auf 
Raumtemperatur beendet. 

f) Reinigung durch Rllration Ober ein Tiefenfllter und Ultrafiltration Uber ein Hohlfaser-Modul mit einer 
Trenngrenze von ca. 30.000 Dalton. 
35 g) Spruhtrocknung der Endprodukte In an sich bekannter Welse. 

Die erfindungsgemSBen HydroxyethylstSrken sInd auch geeignet als Kohlenhydratkomponente bei der 
enteralen ErnShrung von DIabetlkem, da bezOgllch der Abbaubarkeit dieselben Uberlegungen gelten. 
Die Erfindung wird im folgenden anhand eines Beispiels nSher erlSutert. 

500g Wachsmaisstarke werden in eInem Liter trockenem Methanol aufgeschiSmmt und zum Sieden 
40 erhitzt. Nach dem AbkUhlen wIrd das Methanol abgesaugt und die StSrke mit Wasser nachgewaschen. Der 
Waschvorgang wird einmal wiederholt. 

Die Starke mit einem Restfeuchtegehalt von 28,13 % wird in 30-%iger methanolischer Suspension mit 
1 % HCI 3 Stunden bei 40 *C hydrolysiert. Die Reaktion wird durch Neutralisation mit 1 N NaOH in 
Methanol und Abkuhlen auf Raumtemperatur gestoppt Nach dem Absaugen zeigt die StSrke einen 
45 Restfeuchtegehalt von 16.12 % und ein mWleres Molekulargewlcht von 900.000. 

Die Starke wird in eInem Liter H20 aufgeschiammt, gerOhrt, abgesaugt und chloridfrei gewaschen. 
Nach dem Trockensaugen hat die StSrke einen Restfeuchtegehalt von 51,29 %. 

Anschliefiend wird die Starke in 40 %-iger Suspension in 0,1 N NaOH 2 Stunden bei 40 'C gerOhrt. 
wieder auf Raumtemperatur abgekUhIt und trockengesaugt (Restfeuchtegehalt 48.60 %). Der Vorgang wird 
50 bei Raumtemperatur einmal wiederholt 

418,0 g (2,58 Mol) der vorbehandelten SfSrke werden in 30 %-iger Suspension in 1 N NaOH bei 40 'C 
unter Stickstoff gelSst Innerhalb von 7 - 8 Stdn. werden bei 20 *C 51.9 ml (0,77 Mol) 2-Chlorethanol 
zugetropft. Durch Zugabe von NaOH wird ein Absinken des. pH-Wertes unter 12 vermleden. Danach wird 
mit 10 %-iger HCI neutrallsiert. 
55 Die LSsung wird nach einer 1 :1-Verdunnung mit Wasser Qber einen Tiefenfllter (Seitz T750) filtrlert. 

Danach wird auf 60* C erwannt. mit 25 %lger HCI auf eine HCI-Konzentration von 0,2 eingestellt und 4 
Stdn. hydrolysiert. Die L6sung wird durch Zugabe von Natronlauge auf pH 6,0 neutrallsiert und auf 
Raumtemperatur abgekOhlL Anschliefiend wird uber ein Seltz EKS-Rlter flltriert. 
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Die klare LBsung wird nun Ober ein Hohlfaser-Modul mit einer Trenngrenze von ca. 30.000 Dalton 
ultrafiltriert und das verbliebene Retentat sprtlhgetrocknet. 

Man erhalt eine HydroxyethylstSrke mit einem mittleren Moiekulargewicht von 234.000 und einem 
moiaren Substltutionsgrad von 0,26. Das C2/C6-Verlialtnis betragt 9,34. Die auf diese Weise hergestellte 
5 Hydroxyetliylstarke welst folgendes, durch vollstandige Hydrolyse von HES und anschlieBende Bestimmung 
von Glucose und deren Hydroxyethylderivate Ober Trimethylsilylierung bestimmbares Substitutionsmuster 
(Flachenprozente) auf: 



Glukose: 


81,42 


% 


2-0-Hydroxyethylglucose: 


12.42 


% 


3-0-Hydroxyethylglucose: 


2.70 


% 


6-0-Hydroxyethylglucose: 


1,33 


% 


2,2-0-Dihydroxy9thylglucose: 


0,21 


% 


2,3-0-Dihydroxyethylglucose: 


0,51 


% 


2,6-0-Dihydroxyethylglucose: 


0,17 


% 


3,3-0-Dihydroxyethylglucose: 


0,10 


% 


3.6-0-Dihydroxyethylglucose: 


0,05 


% 



AnsprUche 

25 1. Hydroxyethylstarke zum Hnsatz als Plasmaexpander. erhSltlich durch hydrolytischen Vor-Abbau 
einer an Amylopektin relchen StSrke, partielle Hydroxyetliylierung bis zu einem bestimmten Substltutions- 
grad in Gegenwart von Alkali und anschlieflenden hydrolytischen Abbau auf ein bestimmtes Moiekularge- 
wicht, dadurch gekennzeichnet, daB 

sie ein mittleres Moiekulargewicht von 60.000-600.000 und einen SubsUtutlonsgrad MS von 0,15 bis 0,5 
30 aufwelst. 

das VerhSltnis der Substitution an C2 zur Substitution an C6 der Anhydroglucoseeinheiten 8-20 betrSgt 

und 

der Substitutionsgrad DS im Berelch von 0,15 bis 0,5 liegt 

2. Hydroxyethylstarke nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daiJ sle ein mittleres Molekularge- 
35 wicht von 80.000 bis 400.000 und einen Substitutionsgrad MS von 0,2 - 0.4 aufwelst. das Verhaltnis der 

Substitution an C2 zur Substitution an C6 der Anhydroglucoseeinheiten 8 - 20 betrMgt und der Substitutions- 
grad DS im Berelch von 0,15 bis 0,40 ilegt. 

3. Hydroxyethylstarke nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, dafl sle ein mittleres Moiekularge- 
wicht von 100.000 - 300.000 und einen Substitutionsgrad MS von 0,25 - 0,35 aufweist, das VerhMltnls der 
Substitution an C2 zur Substitution an C6 der Anhydroglucoseeinheiten 8 - 20 betrSgt und der Substitutions- 
grad DS im Bereich von 0,2 bis 0,35 liegt. 

4. Verfahren zur Herstellung von Hydroxyethylstarke nach Anspruch 1, bel dem 

a) Starke, die einen Gehalt an Amylopektin von > 95 % aufweist, mit Methanol vorextrahiert wird, 

b) die Starke durch SSurehydrolyse auf ein geeignetes mittleres Moiekulargewicht gebracht wird, 
« c) die Starke einer Alkaliwasche unterworfen wird,- 

d) die StSrke mittels eines Hydroxyethylierungsmlttels unter alkalischen Bedingungen hydroxyethyiiert wird, 

e) das Moiekulargewicht durch Saurohydrolyse genau eingestelit wird, 

f) die so erhaitene Hydroxyethylstarke gereinigt und 

g) sprOhgetrocknet wird, 
60 dadurch gekennzeichnet, 

daJ3 als Hydroxyethylierungsmittei 2-Chlorethanol verwendet wird und die Hydroxyethyiiemng unter alkali- 
schen Bedingungen bei Raumtemperatur durchgefOhrt wird. 

5. Verfahren nach Anspmch 4, dadurch gekennzeichnet, daB der pH-Wert bei einem Wert von otwa 12 
wahrend der Hydroxyethylierung gehalten wird. 

55 6. Verfahren nach Anspnjch 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, dafl die Temperatur bei einem Wert von 
etwa 20 bis 25' C gehalten wird. 

7. Verfahren nach einem der AnsprQche 4 bis 6, dadurch gekennzeichnet. daB die Hydroxyethylstarke 
durch Filtration und Ultrafiltration gereinigt wird. 



5 



